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Abstract 
In this work we have analyzed the expression of several genes related with the cytotoxic activity against nodavirus (NNV) in the brain, head-kidney 
and testis of European sea bass (Dicentrarchus labrax). NNV is able to colonized he gonad and be transmitted vertically to the next generation 
through female but also through male gonads. This study shows for the first time in fish an up-regulation of cytotoxic genes upon a viral infection of 
the testis and points to the design of treatments that increase this activity in order to block viral infection in the gonad and concomitantly its vertical 
transmission.  
Resumen 
En este trabajo hemos analizado algunos genes efectores de la respuesta citotóxica en el cerebro, riñón cefálico y testículo de lubinas 
(Dicentrarchus labrax) tras una infección experimental con nodavirus (NNV), un virus con probada transmisión sexual tanto en hembras como en 
machos. Este estudio representa un estudio preliminar que demuestra por primera vez en peces, una inducción de varios genes implicados en la 
citotoxicidad mediada por leucocitos tras una infección viral del testículo y sugiere la búsqueda de tratamientos que estimulen la actividad 
citotóxica con el fin de bloquear la colonización de la gónada por NNV y su posterior transmisión vertical.  
Justificación 
Los virus son agentes patogénicos que generan elevadas pérdidas económicas en el sector de la acuicultura y a 
veces, de difícil diagnostico ya que son capaces de generar infecciones latentes en individuos portadores 
asintomáticos. Algunos de ellos, además, infectan la gónada, utilizando los fluidos gonadales o los gametos para su 
transmisión a otros ejemplares. Entre estos virus, destaca nodavirus (NNV), el agente causal de la retinopatía y 
encefalopatía viral (VER) que genera elevadas mortalidades en larvas y juveniles de lubina, e infecciones 
asintomáticas en ejemplares adultos, y está demostrada su capacidad de transmisión vertical tanto a través de la 
gónada femenina como masculina (Maltese y Bovo, 2007, Valero et al., enviado). En este contexto, hemos 
estudiado la respuesta citotóxica de la gónada a nivel de expresión génica frente a una infección con nodavirus en el 
testículo de lubina en infecciones experimentales en las que previamente habíamos demostrado que el virus 
coloniza la gónada y genera partículas infectivas en dicho tejido (Valero et al., enviado).  
Material y métodos 
Ejemplares adultos de lubina (machos, 300g) fueron criados y mantenidos en las instalaciones de la planta de 
cultivos Marinos del Instituto Español de Oceanografía (COM-IEO) en Mazarrón y trasladados a los acuarios de la 
Universidad de Murcia 15 días antes de iniciar los experimentos de infección. Treinta ejemplares fueron inyectados 
intramuscularmente con medio de cultivo solo (control) o con NNV (106 TCDI50/pez) y mantenidos a 25ºC. A los 1, 7 
y 15 días tras la infección los ejemplares fueron anestesiados con aceite de clavo (40 ppm), pesados e 
inmediatamente decapitados y se obtuvieron muestras de cerebro, riñón cefálico y gónada en Trizol para su análisis 
de expresión génica (Valero et al., enviado). El nodavirus (cepa 411/96, genotipo RGNNV) fue cultivado y titulado en 
la línea celular SSN-1.  
Resultados y discusión 
En cerebro, la expresión de la NK-lisina (nklisina), un péptido antimicrobiano presente en células citotóxicas, se 
estimuló a los 15 días tras la infección con NNV, al igual que la expresión del gen de la Granzima A (gzma). Sin 
embargo, la expresión del gen de la perforina (prf) no se vió alterada por la infección con NNV. Es sorprendente, que 
la expresión de prf no experimente un aumento paralelo de expresión como la de nklisina y gzma, ya que las tres se 
liberan en los gránulos citotóxicos conjuntamente (Wang et al., 2006; Hirono et al., 2007). Es de destacar que a 
diferencia con lo que ocurre en el falso halibut del Japón, la lubina presenta expresión de nklisina en cerebro en 
condiciones de no infección (Hirono et al., 2007). La expresión del gen del interferón tipo II (ifng) en cerebro se 
inhibe a los 7 días y se estimula tras 15 días de infección con NNV. Sin embargo, ninguno de estos genes modificó 
su patrón de expresión tras la infección con NNV en riñón cefálico. Por otro lado, tras la infección in vivo con NNV, 
en la gónada, la actividad citotóxica se ve estimulada al encontrarse un aumento de la expresión de gzma a los 15 
días tras la infección. Es sorprendente, que ni la expresión de prf ni de nklisina experimenten un aumento paralelo 
de expresión, tal y como lo hacen la gzma y la nklisina en cerebro. Esto podría deberse a su diferente función, ya 
que mientras la perforina genera poros en la membrana de la célula diana, la granzima A y la NKlisina son efectores 
de la muerte celular de las células diana (Raja et al., 2003; Praveen et al., 2006; Toda et al., 2011). Hay que 
destacar, que tras una infección con NNV en nuestras condiciones experimentales, hemos localizado partículas 
infectivas en la gónada de los machos de lubina aunque el virus mantiene niveles muy bajos de expresión en 
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comparación con lo que ocurre en la gónada de dorada, especie asintomática (Valero et al., enviado). Todo esto, 
demuestra que aunque el virus mantiene niveles de replicación mínimos, la respuesta citotóxica se estimula al 
menos al nivel de la producción de granzima A, con lo que sería factible la búsqueda de tratamientos paliativos que 
estimulen dicha actividad. Sin embargo, en la gónada, la expresión génica de ifng se inhibe a los 7 días tras la 
infección con NNV, sugiriendo esto que la estimulación de las rutas del interferón tipo II no serían adecuadas si 
tratamos de bloquear la infección, puesto que es posible que el virus desarrolle mecanismos de bloqueo de las 
mismas.  
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